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L* invention a pour objet des sequences de 
nucleotides codant pour des polypeptides dot6s d'une 
activite larvicide vis-a-vis de lepidopteres. 

Elle vise plus specialement des moyens, en 
particulier des sequences nuclfeotidiques, des polypep- 
tides ou encore des vecteurs, ou des souches bact6- 
riennes, modifies par ces sequences et exprimant des 
polypeptides permettant de preparer des compositions 
larvicides actives vis-a-vis de lepidopteres, 'de 
preference vis^a-vis de Spodoptera littoralis (ci-apres 
s . littoralis ) ou Mamestra frrassicae (ci-apres designee 
par M.brassicae ) ou capables de transformer les plantes a 
traiter en leur conferant ce type d' activity. 

On sait que la plupart des isolats de 
B. thurinoiensis presentent une activity toxique 4 1'egard 
de larves de plus de cent especes de lepidopteres. 

Cette activite resulte, de la capacity des 
souches de B . thur inoiensis a synthetiser, au moment de la 
sporulation, des inclusions cristallines de nature 
proteique, ou 8-endotoxines , sous le contrdle d'un ou 
plusieurs types de genes. 

On : a-montre que^l ' activit6 de ces polypeptides 
est contenue dans la- moirtie NH^-terminale ou N-terminale 
de la proteine. 

Les travaux realises ont montre la specificite 
elevee des 6-endotoxines vis-a-vis de larves d'une espece 
donnee . 

En raison de cette specificite elevee, de nom- 
breuses especes de lepidopteres, notamment de la famille 
des Noctuelles, ne reagissent que faiblement aux prepara- 
tions commerciales de B . thurinaiensis disponibles. 

II en est ainsi en particulier de 1' espece 
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S . littoralis . insecte polyphage qui constitue le princi- 
pal parasite du coton et d'autres cultures industriel la- 
ment importantes . Parmi ces cultures, on citera le mais, 
le ricin, le tabac, l'arachide, des plantes fourrageres, 
5 telles que le trifle ou la luzerne, ou encore des 
produits maraichers comme le chou ou la tomate. 

On con?oit done l'interet de disposer de moyens 
ciblant specif iquement et eff icacement la famille des 
Noctuelles et notamment S. littoralis ou M.brassicae . 

Les genes de 6-endotoxines identifies 4 ce 
jour, ne codent pas pour un polypeptide actif pre- 
f erentiellement 4 l'egard de S . littoralis . 

La recherche par les inventeurs d'une sequence 
de nucleotides codant pour un polypeptide actif de 
15 preference vis-a-vis des Noctuelles, plus specialement 
vis-4-vis de S . littoralis . les a conduits a 6tudier les 
isolats naturels de deux souches de B . thurinaiensis dont 
l'activit* larvicide sur S .littoralis apparait plus 
61evee que celle des preparations industrielles faites a 
2Q partir d'autres souches de B . thurinciensis . 

II s'agit des souches aizawai 7-29 et 
^r>tomo<;^dM? 6-01 . 

L'6tude de ces isolats a permis de mettre en 
evidence 1' existence de plusieurs genes de 6-endotoxines 
25 de structures differentes et de specificites differentes, 
dont deux genes pref erentiellement actifs contre 
P.brassicae mais peu actifs vis-a-vis de la Noctuelle du 
coton et un gene inactif vis-a-vis de P . brassicae et de 
S . littoralis . 

30 En etudiant l'ADN total de ces isolats et en 

effectuant des hybridations appropriees, suivies du 
clonage des fragments identifies par hybridation, les 
inventeurs ont constate qu'il est possible d'isoler des 
sequences nucleotidiques impliquees dans des genes de 
6-endotoxines codant pour des polypeptides actifs, de 
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preference contre S . littoralis . 

L* invention a done pour but de fournir des 
sequences nucleotidiques capables de coder pour au moins 
la partie NH 2 -terminale d'une 6-endotoxine toxique contre 
s les Noctuelles, de preference contre S . littoralis ou 
M^rassi^g. 

Elle a egalement pour but de fournir un 
polypeptide toxique 4 1 ' egard des Noctuelles. 

L' invention vise en outre un proc^de d'obten- 

1Q tion d'une telle sequence et d'un polypeptide presentant 
1' activity recherchee ainsi que les moyens intermediates 
tels que vecteurs et souches bacteriennes utilisables 
pour l'obtention du polypeptide. 

L'invention vise de plus les applications de 

15 ces sequences et polypeptides pour 1 1 Elaboration de 
compositions larvicides 4 1 ' egard des Noctuelles, en 
particulier de S, littoralis et pour la transformation des 
plantes susceptibles d'etre infectees par ces larves. 

L' invention concerne une sequence de nucleo- 

2Q tides codant pour au moins une partie de la region 
N-terminale d'tin polypeptide toxique de fa<pon specifique 
vis-a-vis des larves de lepidopteres de la famille des 
Noctuelles, de preference vis-a-vis de S. littoralis . 
caracterisie par sa capacite d 'hybridation avec un gene 

25 capable d'exprimer un polypeptide toxique _vis-a-vis de 
larves de S . Uttor^i? • 
* Selon un autre aspect de 1' invention, la 

sequence nucleotidique est caracteris<ee en ce qu'elle est 
portee par une sequence de nucleotides d' environ 3kb 

30 telle qu'obtenue par recombinaison genetique in vitro de 
sequences de nucleotides de B . thurinqiensis capables de 

4 

s'hybrider avec des sondes 1, 2 et 3 de pHTA2 rapportees 
sur la figure 2. Le fragment de 3kb correspond plus spe- 
cialement au fragment de restriction Hin dlll- Pst l . 
35 Les sequences de nucleotides de 1' invention 
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sont, en outre, caract^risees en ce qu'elles comportent 
des sites dans l'ordre suivant : Hind lll - Hind i - Bql ll 
Kpn l - Hind lll - £s£l . 

De maniere preferee, ces sequences de nucleo- 
5 tides sont obtenues par recombinaison genetique in vitro 
de sequences d'ADN provenant d'au moins une souche de 
B . thuringiensis . Dans une variante de realisation de 
l 1 invention, deux souches differentes de B . thuringiensis 
sont mises en oeuvre. 

10 Des souches de B . thuringiensis particulierement 

appropriees pour l'obtention de ces sequences de nucleo- 
tides sont les souches correspondant a aizawai 7-29"et 
entomocidus 6-01, deposees le 21 Avril 1987 respective- 
ment sous les n* 1-661 et n # 1-660 a la Collection 

15 nationale de Culture de Microorganismes (C.N. CM.) a 
Paris . 

D'une maniere avantageuse, les sequences de 
nucleotides de 1' invention codent pour un polypeptide 
capable de former un complexe immunologique avec des 
2Q anticorps diriges contre des polypeptides presentant 
l'activite larVicide a l'egard de S. littoralis . 

Une sequence de nucleotides selon 1' invention 
est caracterisee en ce qu'elle a la capacite de 
s'hybrider avec une sonde formee a partir de la sequence 
25 ^I)^r r e¥^nTant~l~ehchainement suivant : 



30 



35 
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GTC 


TAC 


TTG 


ACA 


GGG 


GTA 


GGA 


TAT 


GGG 


GCA 


TAT 


ATT 


GAT 


ATT 


TTG 


TAT 


TTT 


TTC 


ATA 


AGA 


TGT 


TAA 


TGA 


AAA 


ACA 


GTA 


232 


AAC 


ATA 


AAA 


AAA 


CGG 


AGG 


TAT 


TTT 


CAA 


TGC 


ATA 


CCT 


TAC 


AAT 


TGT 


CTT 


TTG 


GAT 


GGA 
352 
CTG 


GAA 


CGG 


ATA 


GAT 


ATT 


TCT 


TCA 


CTT 


GTT 


GTA 


CCA 


GGG 


GGA 


GGA 


TTT 


TTA 


TGG 
CAA 


GGA 

472 

ATT 


ATA 
GAA 


GTT 
CAA 


GGC 
TTA 


CCT 
ATT 


TCT 
AAT 


AGG 


AAT 


GCT 


GCT 


ATT 


GCT 


AAT 


TTC 


AAT 


ATA 


TAT 


GTG 


GAA 


GCA 


CCT 


AAT 


AAT 


CCA 


GAA 


ACC 

652 

CTA 


AGG 


CGT 


ATA 


CTT 


GAT 


GCG 


CTT 


tga 


ATT 


TTT 




TTT 


uAA 


uiA 


CAA 


GCG 


GCC 


AAT 
772 
GAA 


CTG 


CAT 


CTA 


ATT 


TTT 


GGA 


ACA 


TGG 


GGA 
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AAC 


TAT 


AAT 


ACA 
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ATT 


GAT 


CAC 
892 
AAA 


TGT 
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CCG 
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ACG 
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GAT 


CGG 
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GAC 
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ACA 
112 
TTA 

GTC 


TAA 
TAA 
ATA 
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AAT 
TGT 
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TTG 
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AAA 
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CGT 
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CAA 
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TTA 


AGT 


AAT 


CCT 


GAA 


GTA 


TCA 


ACT 


GGT 


AAT 


TCA 


TCA 


ATT 


CAG 
GTT 


TTT 
GGA 


CTG 
412 
TTA 


GTA 
ATA 


TCT 
GAT 


AAC 
TTT 


TTT 
CTA 

VII A 


CAA 


TGG 


GAT 


GCA 


TTT 


CTA 


GTA 


GAA 

532 

TTA 


AGA 


ATA 


GCT 
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GCT 


GAA 


GGA 


TTA 
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AAT 
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GAT 


TTT 


AAA 
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GAA 
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ACC 


AGA 


.GTA 


ATT 


GAT 


CGC 


TTT 

AAA 


HAA 
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CCT 
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CTT 


TTA 


TCC 


TAT 


GCT 


GCT 


ATA 


TTA 


AGA 


GAT 


TCT 


GTA 
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ACA 
CAT 
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ATA 
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GCT 
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CGG 


GGA 


TTA 


AAT 
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GTA 


ATA 


ACA 
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GAT 


ATC 
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TTC 
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Des sequences de nucleotides codant pour au 
moins une partie de la region N-terminale d'un poly- 
peptide toxique de maniere specifique vis-a-vis de larves 
de lepidopteres de la famille des Noctuelles, de pre- 
5 ference vis-a-vis de S . littoralis . sont caracterisees en 
ce qu'elles comprennent 1 ' enchainenent (I) defini 
ci-dessus. 

D'une maniere avantageuse, la sequence de 
nucleotides caracterisee par 1 1 enchainement defini 
10 ci-dessus code pour une partie d'un polypeptide ayant une 
activite larvicide vis-a-vis de S . littoral is plus elevee 
que celle des polypeptides codes par des isolats natur-els 
actuellement connus pour leurs effets vis-a-vis de 

^ L' etude de cette sequence de nucleotides montre 

qu'elle est caracterisee par un codon d' initiation ATG 
situe en position 241 k partir duquel une phase ouverte 
de lecture de 750 nucleotides a ete identifiee. 

Cette sequence est egalement caracterisee par 

2Q un site d 1 attachement des ribosomes GGAGG en positions 
230 a 234. 

Selon un autre aspect, la sequence de nucleoti- 
des de 1' invention est caracterisee en ce qu'elle compor- 
te^ en amont du codon ATG, une sequence allant du nucleo- 

25 tide en position 137 au nucleotide en position 177, 
fortement homologue . a _la region trouvee par Wong et al. 
(1983) et decrit dans (16) en amont du gene du cristal de 
la souche Xurstaki HD1 Dipel (BTK) et dont les auteurs 
ont montre qu'elle contenait trois promoteurs Btl, Btll 

30 et Ec qui sont r espectivement fonctionnels chez 
B . thuringiensis et E . coli . L'homologie de ces sequences 
est d* environ 70V 

L' invention concerne egalement une sequence de 
nucleotides codant pour la sequence (II) d'acides amines 

35 suivante : 
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GLN CYS ILE PRO TYR ASN CYS 
LEU LEU ASP GLY GLU ARG ILE 
ASP ILE SER LEU SER LEU VAL 
VAL PRO GLY GLY PHE LEU VAL 
GLY ILE VAL GLY PRO SER GLN 
ILE GLU GLN LEU ILE ASN GLU 
ASN ALA ALA ILE ALA ASN LEU 
ASN ILE TYR VAL GLU ALA PHE 
ASN ASN PRO GLU THR ARC THR 
ILE LEU ASP GLY LEU LEU GLU 
ILE SER GLY PHE GLU VAL PRO 
ALA ALA ASN LEU HIS LEU ALA 
PHE GLY GLU ARG TRP GLY LEU 
ASN TYR ASN ARG LEU ILE ARG 
HIS CYS ALA ASN THR TYR ASN 
LYS SER THR TYR GLN ASP TRP 
ARG ASP LEU THR LEU THR VAL 
PRO ASN TYR ASP 



MET 


GLU 


GLU 


ASN 


AQN 
n w n 




ACM 

non 


LEU 


SER 


ASN 


PRO 


r.T n 

VJbu 


ex n 


XT AT 


SER 


THR 


GLY 


ASN 


O LA 


erp 




GLN 


PHE 


LEU 


VAL 




A QN 

Aon 


our 
rnt 


GLY 


LEU 


ILE 


ASP 
nor 


pur 


V t\ld 




TRP 


ASP 


ALA 


PHT 
rnc 


t rn 






Aau 




ALA 


GLU 


PHE 


ALA 


ARG 


GLU 


GLY 


LEU 


GLY 


ASN 


ASN 


PHE 


LYS 


GLU 


TRP 


GLU 


GLU 


ASP 


PRO 


ARG 


VAL 


ILE 


ASP 


PRG 


PHE 


ARG 


ARG 


ASP 


ILE 


PRO 


SER 


PHE 


ARG 


LEU 


LEU 


SER 


VAL 


TYR 


ALA 


GLN 


ILE 


LEU 


ARG 


ASP 


SER 


VAL 


ILE 


THR 


THR 


ILE 


ASN 


VAL 


ASN 


GLU 


HIS 


ILE 


ASP 


GLU 


TYR 


ALA 


ASP 


ARG 


GLY 


LEU 


ASN 


ASN 


LEU 


PRO 


ILE 


THR 


TYR 


ASN 


ARG 


LEU 


ARG 


LEU 


ASP 


ILE 


ALA 


ALA 


PHE 


PHE 
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Une meilleure identification de la sequence de 
nucleotides isolee des souches ci-dessus, deposees a la 
CNCM a permis de constater que le nucleotide situe en 
position 273 est la guanine (G), l'acide amine resultant 
du codon GTA etant alors la valine. 

Or, la lecture du nucleotide correspondant a 
cette position 273 dans la demande FR. 8708090 du 10 juin 
1987 avait conduit a mentionner la thymine (T) et, comme 
acide amine resultant du codon TTA, la leucine. 

Une autre sequence de nucleotides de 1 * inven- 
tion est caracteris^e par sa capacite d ' hybridation avec 
une sonde formee a partir de la sequence (III) presentant 
1 ' enchainement suivarit : 
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De facon particuliere , des sequences de 
nucleotides de 1* invention codant pour un polypeptide 
toxique de maniere specifique vis-a-vis des larves de 
lepidopteres de la famille des Noctuelles, de preference 
5 vis-a-vis de S . littoralis comprennent ou sont constitutes 
par 1 ' enchainement (III) defini precedemaent . 

L' enchainement (III), compris dans la sequence 
de nucleotides de 1* invention, contient 2711 nucleotides. 
Ce fragment comprend notamment le promoteur potentiel du 
10 gene de la 6-endotoxine active sur S . littoralis . 

Entrent naturellement dans le cadre de la pre- 
sente invention, des sequences de nucleotides modifies 
par rapport aux enchalnements (I) ou (III) decrits 
ci-dessus, dans la mesure ou ces modifications rve 
15 generent pas des variations sensibles de la toxicite du 
polypeptide code par la sequence modifiee, vis-a-vis de 

Ces modifications peuvent par exemple consister 
en des deletions, substitutions, reconbinaisons . 

2Q Ainsi les sequences de nucleotides (I) et (III) 

comporteW en leur position 611 un nucleotide variable 
correspondant a 1' adenine (A) dans la sequence (I) et a 
la cytosine (C) dans la sequence (III). Ces nucleotides 
entrent dans la composition des codons respectifs GAA et 

25 GCA qui codent respectivement pour les acides amines 
acide glutamique (GLU) et alanine (ALA) dans les sequen- 
ces respectives II et IV. 

De meme tpute sequence de nucleotides hybri- 
dable avec celle des enchainements (I) ou (III), telle 

2q qu'obtenue par transformation enzynatique inverse de 
l'ARN correspondant ou encore par synthese chimique entre 
egalement dans le cadre des definitions de 1* invention. 

La sequence de nucleotides de formule (III) 
commence par un codon d' initiation ATG situe en position 

35 241 et qui represente le debut d'une phase ouverte de 
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lecture de 2470 nucleotides. 

L' invention concerne en outre une sequence de 
nucleotides caracterisee en ce qu'elle code pour un 
polypeptide comprenant la sequence (IV) d'acides amines 
ci-apres : 
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L* invention se rapporte egalement aux vecteurs 
recombinants d' expression et de clonage comportant plus 
particulierement au moins une sequence de nucleotides 
telle que definie ci-dessus, en particulier au moins une 
5 partie de la sequence d' environ 3kb. 

Un vecteur recombinant particulier est par 
exemple un plasmide comprenant le fragment flindIII-p_££i 
de la sequence de nucleotides de 1' invention, insere dans 
un vecteur P UC9 . Un premier vecteur prefere est le plas- 
10 mide pHT71 dont la construction est rapportee dans les 
ensembles ci-apres, qui comprend un fragment d'ADN 
Hind,III-£s£i selon 1 'invention constitue uniquement d'ADN 
provenant de la souche aizawai 7.29. 

Un autre vecteur recombinant est constitue par 
15 le plasmide pHT 671 dont la construction est donnee dans 
la figure 4. Ce plasmide comprend un fragment Hifld.111- 
Eifcl chimere, obtenu en fusionnant un fragment d'ADN 
Hindi I I -Hindi i de 1,1 fcb provenant de la souche 
ento^ocidus 6.01 avec un fragment Hinc II-PstI de 1 , 9 kb 
2Q issu de la souche aizawai 7.29. 

Entrent egalement dans le cadre de 1' invention 
les souches bacteriennes modifiees qui comportent l'une 
des sequences nucleotides definies ci-dessus ou encore un 
vecteur recombinant d' expression et de clonage defini 
25 precedemment, de preference le plasmide pHT 671 ou le 
plasmide pHT71 . 

L' invention vise en outre un polypeptide toxi- 
que vis-a-vis des larves de lepidopteres et de maniere 
preferentielle vis-a-vis de S . littoral i « . s'attaquant aux 

30 feuilles de coton ou des autres cultures telles qu'enu- 
merees ci-dessus, caracterise en ce qu'il est capable de 
former un complexe immunologique avec des anticorps di- 
riges contre des polypeptides a activite larvicide vis- 
a-vis de g.UttoMUi. 

35 L'invention vise plus particulierement la 
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Partie NH^ter.inale de ce polypeptide qui renferme 
1 activite larvicide. 

L'extremite de la partie NH -terminale active 
repond a la sequence (II, d'acides amines donnee ci- 

dessus . 

Un polypeptide prefer* de 1' invention est celui 
qui repond a cette sequence (II) et repond 4 la sequence 
(IV) d'acides amines donnee dans les pages precedentes 
Ce polypeptide repondant a la sequence (IV) comprend 823 
acides amines. Sa masse moleculaire calculee est de 
92906 Da. 

Cette sequence de 6-endotoxine a ete comparee 
aux sequences en acides amines des 6-endotoxines pro- 

yenant d" autres souches de i.thur actives rtr 

15 les lepidopteres et dont les genes ont ete isoles et 
sequences precedemment : il s'agit des 6-endotoxines des 
souches iumaju HD1 (19, , iu^staja HD73 (20), berliner 
1715 (21) et (22) SSliSi (23) et a_izawal I PL 7 (24). 

Les resultats de ces comparisons indiquent que 
20 toutes sont differentes dans le second quart de la 
molecule (acides amines 281 a 620) alors que la partie 
NH 2 terminale (acides amines 1 a 280) et le domaine COOH 
terminal (acides amines 621 a 1 175) de la proteine sont 
tres conserves et ne different que par quelques acides 
25 amanes. En revanche la 6-endotoxine correspondant a la 
sequence (IV) ci-dessus presente des differences 
x-portantes avec les autres 6-endotoxines, aussi bien 
dans la partie NH, terminale (acides amines 1 a 280) que 

U r S6COnd ^ U m ° UcUle (acid « 281 4 

30 620). Les resultats de ces comparisons indiquent encore 
que la moitie N^.terminale de la molecule (acides amines 
1 a 620, qui corr es P ond a la fraction toxique de la 
Proteine ne presente que 46* d'homologie avec les autres 
-endotoxines. Les differences les plus importantes se 
35 situent dans la seconde moitie de la partie toxique de la 
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molecule (acides amines 281 4 620) avec seulement 36\ 
d'acides amines identiques, la partie NJ^- tsjrm.Lnale 
(acides amines 1 a 280) presentant quant a elle 58\ 
d'acides amines identiques avec les autres 5-endotoxines . 
5 De telles differences importantes n'ont jamais 6te 
observees jusqu'd present dans la partie NH 2 -terminale de 
la fraction toxique de la molecule, parmi les 6-endo- 
toxines actives sur les lepidopteres. 

Pour obtenir une sequence de nucleotides en- 
trant dans le cadre de 1' invention, codant pour au moins 
la partie active d'un polypeptide presentant une toxicite 
specifique vis-a-vis de larves de lepidopteres dg la 
famille des Noctuelles, de preference vis-a-vis de 
S . littoralis . on a recours, conformement a 1' invention, 

15 aux Stapes suivantes, a savoir : 

la realisation d'une hybridation ooleculaire entre 
d'une part une sequence de nucleotides d'une souche de 
B. thuyjnqiensj? active contre S . littoralis , et d* autre 
part au moins deux sequences de nucleotides, utilisees 

2Q comme sondes, provenant de la partie 5' d'un fragment de 
restriction d'un gene de 6-endotoxine de B . thuringiensis . 
cette partie codant pour la partie NH^-terminale du 
polypeptide actif sur les larves de lepidopteres et de la 
partie 3' de ce fragment codant pour la partie COOH du 

25 "polypeptide, . ........ 

- l'isolement du fragment hybride, 

- son clonage dans un vecteur, suivi de sa purification. 

De maniere avantageuse, les sondes d'hybrida- 
tion utilisees sont obtenues a partir d'un gene de 
30 6-endotoxine provenant de la souche ai zawai 7-29 codant 
pour une proteine de 130 kDa, active contre P . brassicae 
et inactive vis-a^vis de S . littoralis . ce gene ayant ete 
clone dans le plasmide recombinant pHTA2 . 

Dans un mode de realisation du procede prece- 
35 dent, le fragment recombine au vecteur dans 1 ' etape de 
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20 

clonage est Elabore d partir d'un fragment de restriction 
Hin£III-£l£I provenant d'une unique souche de 
p . thuringiensjs , de preference aizawai 7,29. En particu- 
lier ce fragment est porte pr£f erentiellement par le 
plasmide recombinant pHTA6 tel qu'isole a l*aide d'une 
sonde constitute par un fragment Pvu II de 2kb du plasmide 
PBT15-88 correspondant k la partie interne d'un gene du 
cristal chromosomique de la souche berliner 1715, a 
partir de clones transf ormants renfermant des sequences 
nucleotides issues de souches B , thuringiensis actives 
vis-a-vis de larves de lepidopteres inter-alia de 
S . littoral is . 

Dans un autre mode de realisation de 1 ' inven- 
tion, le fragment recombine au vecteur dans 1 ' etape d*fe 
clonage est elabore a partir de plusieurs sequences de 
nucleotides issues de vecteurs recombinants contenant des 
sequences de nucleotides d'au moins deux souches 
differentes de B . thuri ngiensis . possedant les memes 
cartes de restriction et contenant elles-memes tout ou 
partie des sequences de nucleotides capables de coder 
pour un polypeptide actif f de maniere pref erentielle , 
vis-a-vis de S . littoralis . 

Dans ce cas f le fragment recombine utilise dans 
1' etape de clonage est un fragment de 3kb environ, 
elabore avantageusement a partir d'un fragment de 
restriction flindHI-flinfill d' environ 1,lkb provenant de 
la souche entomocidus-i 6-01 et d'un fragment HincII-Pstl 
d'environ 1,9kb de la souche aizawai 7.29. II correspond 
a un gene tronque de 6-endotoxine . 
30 Les fragments de restriction Hind lll- Hinc II et 

HincII-£stI sont portes plus specialement par les plasmi- 
des recombinants respectifs pHTE6 et pHTA.6 tels qu'isoles 
a l'aide de la sonde constitute par le fragment Pvu II 
dont question ci-dessus. 
35 L'etude de la toxicite, vis-a-vis des larves de 
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lepidopteres, des souches bacteriennes modifiees 4 l'aide 
des sequences de nucleotides definies ci-dessus, a permis 
de mettre en evidence leur activite toxique elevee, 
notamment a l'egard des chenilles de S. littoralia 

Cette activite a ete appreciee au regard de 
l'indice de specif icite correspondant au rapport 

CL50 S . littoral i,g 
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CL50 P.brassirae, 
dans lequel "CL50" represente la concentration lethale 
tuant 50\ des larves en 72 heures. 

L'utilisation d'un tel indice permet d'evaluer 
1 'activite des souches bacteriennes etudiees sans avoir a 
considerer le taux d'expression des polypeptides. • 
15 Les resultats obtenus, qui sont rapportes dans 

les exemples qui suivent, et les valeurs de DL 50 qui en 
sont deduites, ont montre que les souches bacteriennes 
modifiees selon 1 ■ invention presentent une activite 
toxique vis-a-vis de S , li^tor^lis plus specifique que les 
proteines de cristal natives des souches azawai 7.29 ou 
berliner 1715. • 

L 1 invention vise done 1 'application, pour 
1 'elaboration de compositions larvicides toxiques de 
preference vis-a-vis de S . littoral i « d e ces souches 
modifiees, de vecteurs recombinants renfermant les 
sequences nucleotidi-que* definies plus haut, en 
particulier du plasmide pHT67l et du plasmide pHT71, et 
de ces sequences elles-memes. 

Les compositions larvicides de 1' invention sont 
30 alors caracterisees en ce qu'elles renferment une quan- 
tity efficace de polypeptides tels que definis ci-dessus 
ou exprimes par les sequences nucleotidiques evoquees 
plus haut. 

Pour produire ces polypeptides on met avanta- 
35 geusement en oeuvre les genes tronques de 6-endotoxine 
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correspondant aux sequences nucleotidiques de 1' inven- 
tion. 

Ces genes peuvent etre utilises pour produire 
en exces le polypeptide toxique dans des microorganisms 
5 permettant l- expression des vecteurs recombinants ci- 
dessus. Des souches de aicroorganismes appropriees com- 
prennent Z^ssll. ou encore B.subtil^ 

Ces genes tronques peuvent etre reintroduits 
dans les souches de B . thur^qi ensj 2 ou dans des eS peces 
10 apparentees telle que B_c.erjms, selon les techniques 
classiques, par exemple, par transformation, conjugaison 
ou transduction. Ces techniques permettent de produire le 
polypeptide toxique en grande quantite sans avoir a 
modifier au prealable la region naturelle du promoteur* 
15 des genes de 6-endotoxine de B . thuri nni»n«j ^ 

Cette transformation peut etre effectuee en 
utilisant des methodes derivees de la transformation des 
protoplastes de B.subtUjs. selon ( 1 1 ) ou des cellules 
vegetatives de B , thurjngi epsj s comae decrit dans (12). 
20 L' introduction de plasmides recombinants par un 

systeme de type conjugaison, peut etre realisee en 
utilisant B.thuripgiensis comme souche hote et B.subtiH n 
° U Streptococcus faecal is comme souches de type donneur, 
en operant selon (13) et (14). 

25 En variante^les sequences de nucleotides sont 

introduites dans des microorganisms vivant dans 
l'environnement ou en association avec les plantes et 
capables d'exprimer des vecteurs recombinants renfermant 
ces sequences. L" introduction peut etre effectuee dans 

30 des micoorganisn.es tels que Pseudo^n* < e n operant selon 
le precede decrit dans (17), par 1 ' intermediate de 
vecteurs plasmidiques contenant le transposon Tn£ et le 
gene de la toxine, ou ^zo Sp iri^^^ m ou fihj^iyj, par 
1' intermediate de vecteurs suicides derives du plasmide 

35 R P4 et de plasmides mobilisateurs fonctionnels chez les 
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bact£ries gram negatives (pRK2013 par exemple) selon les 
procedes decrits dans (18). 

Les genes tronques sont seuls dans les souches 
de Bacilli , ou en variante sont associes i differents 
j genes de 6-endotoxine ce qui permet d'obtenir des cris- 
taux synthetises par ces souches specif iquement toxiques, 
vis-a-vis d'especes donnees de Noctuelles, ou toxiques i 
la fois vis-a-vis des Noctuelles et d'insectes sensibles 
aux autres 6-endotoxines . Ces recombinaisons , effectufees 

10 AH vitro ou jji vivo avec les sequences nucleotidiques de 
1* invention et d'autres genes de 6-endotoxines presentant 
des specif icites toxiques differentes, conduisent a -la 
construction de nouveaux genes codant pour de nouvelles 
proteines toxiques hybrides presentant un large spectr^ 

^ d'activite vis-a-vis des insectes. Ces nouveaux genes et 
ces nouvelles proteines entrent egalenent dans le cadre 
de l 1 invention. 

Dans ces applications, les sequences nucleoti- 
diques de 1' invention peuvent etre transferees et 
exprimees dans des plantes sensibles a S. littoralis 
afin de diminuer les ravages causes par ces insectes. 

Parmi les plantes a proteger, on citera : 
le coton, le trefle, la tomate et la luzerne. 

Le transfert du gene tronque dans des plants de 

25 — coton, peut etre realise par transformation mettant en 
jeu des souches telles que Agrobacterium comme decrit 
dans (15). 

L'invention concerne en outre les cellules 
vegetales, les plantes et les graines renfermant les 
^ 0 sequences nucleotidiques definies ci-dessus. 

Les cellules vegetales selon 1* invention sont 
des cellules dont le genome, apres transformation par un 
procede non essentiellement biologique, possede de fa^on 
stable une sequence de nucleotides capable d'exprimer un 
35 polypeptide toxique vis-a-vis de S .littoralis . telle que 
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definie ci-dessus. L' invention concerne egalement les 
cellules vegetales issues de leur division. 

Les plantes selon 1' invention sont des plantes 
transf ormees par un procede non essentiellement bio- 
5 logique, ayant en particulier pour predateur 
S . littoralis . dont le genome possede de facon stable une 
sequence de nucleotides telle que definie ci-dessus, 
capable d'expriraer un polypeptide toxique vis-a-vis de 
S . littoralis . II s'agit aussi de plantes issues de leur 
10 reproduction., de leur multiplication ou de croisements 
hybrides . 

Selon un autre aspect, 1* invention concerne jdes 
plantes ayant en particulier pour predateur S . littoralis , 
possedant en plus de leurs caracteres genotypiques et 
^ phenotypiques initiaux la propriete d'exprimer un poly- 
peptide toxique de maniere pref erentielle vis-a-vis de 
S . littoralis . cette propriete resultant de 1' insertion 
dans leur genome par manipulation genetique d'une 
sequence de nucleotides capable d'exprimer ledit 
20 Polypeptide. 

L* invention vise en outre des graines capables 
de donner une plante telle que definie ci-dessus ou 
issues d'une telle plante, caracter isees en ce qu'elles 
ont integre dans leur genome, par manipulation genetique 
25 une sequence de nucleotide decrite plus haut. 

D'autres caracteristiques et avantages" de 
1' invention appraitront dans la suite de la description 
et en se reportant aux exemples dans lesquels : 

la figure 1 represente la carte de restriction des 
30 plasmides pHTA6 et pHTE6, 

la figure 2, la carte de restriction d'un gene d'une 
proteine de cristal de la souche aizawai 7.29 clone dans 
le plasmide pHTA2 et definissant les fragments d'ADN qui 
sont utilises comme sonde, 
35 - la figure 3, presente le fragment de 6 , 6kb clone dans 
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pHTA6 et le resultat d'une hybridation effective entre ce 
fragment et les sondes decrites dans la figure 2, 

la figure 4, la carte de restriction du plasmide 
PHT671, et 

la figure 5, les photographies de tests d' immunodif- 
fusion. 

Les experiences ,d ' hybridation realises pour la 
mise en oeuvre de 1' invention ont ete effectuees a 42*C 
pendant 24 h. dans une solution contenant 5 x SSC, 30\ de 
formamide et 1 Denhardt (7) en presence de la sonde ADN 
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marquee au P. Les filtres sont laves a 42'C, 20 mn, en 
utilisant successi vement les solutions suivantes : 
5 x SSC dans 30\ de formarride, 5 x SSC, 2 x SSC, 1 x SSC 
et 0,5 x SCC avant sechage a temperature ambiante. ** 



EXEMPLE — 1 - Construction d'un e sequence d ' ADN de 3kb 
epvji;<?n contenant un g ene chimere d'une toxine insec- 
ticide 

Cette construction comprend : 
2Q 1/ la preparation de banques de genes de B . thur ingiensis 
2/ la selection et la caracterisation des clones trans- 
formants renfermant les genes d'une proteine du cristal 
et des sequences nucleotidiques responsables de l'acti- 
vite larvicide, 



3/ recombinaison Th vitro de ces sequences dans un 
vecteur de clonage avec construction du plasmide pHT671. 

Ces differentes etapes sont realisees comme 

suit : 

1 / Preparation de bangues de genes de B. thuringiensis . 
30 L'ADN total des souches aizawai 7-29 et 

entomocidus 6-01 de Bacillus thuringiensis est purifie en 
utilisant la methode rapportee dans ( 1 ) et 50pg de chaque 
ADN purifie sont completement digeres avec 1' enzyme de 
restriction PstI . 
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L'ADN digere par pstl est analyse par 41ec- 
trophorese horizontale sur gel d'agarose 4 0,8\ et cies 
fragments d'ADN d'une taille de 5 a 8 kb sont recuperes a 
partir des gels d'agarose, par electroelution , de la 
maniere decrite dans (2). 

Les fragments d'ADN purifies de 5-8 kb de la 
souche aizawai 7-29 sont ligatures a 1 ' ADN du vecteur de 
clonage pUC18 dig6re par Pstl selon (3). 

Les fragments d'ADN purifies de 5-8 kb de la 
chaine entomocidus 6-01 sont ligatures a 1 1 ADN du vecteur 
de clonage pUC9 dig6re par Pstl . Les cellules de E.coli 
JM83 sont transformees avec le melange de ligature cotnme 
decrit dans (4) . 

Les clones transf ormants de E . coli sont si- 
lectionnes sur milieu LB contenant 100 yg/ml d'ampicil- 
line. 

2/ Isolement et caracterisati on des clones transf ormants 

contenant les o£ne s d'une proteine de cristal. 

A/ Criblage des cellules de E . coli transformees a 

l'aide d'un fragment interne d'un gene de la proteine du 

32 

cristal marque au P, utilise comme sonde : 



des recombinants portant le gene du cristal sont detectes 
par hybridation sur colonies, suivant la methode decrite 
dans (5), en utilisant comme sonde un fragment PvuII de 2 
kb du plasmide pBT V5-88 corr espondant a une partie 
interne du gene de la proteine du cristal, situe sur le 
chromosome de la souche berliner 1715. 

B/ Caracterisation des plasmides recombinants pre- 

sents dans les clones qui reagissent avec la sonde ci- 
dessus. 

Deux plasmides recombinants, pHTA6 et pHTE6 , 
isoles respectivement des banques de genes construites a 



Des clones transf ormants contenant des plasmi- 
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partir des souches aizawai 7-29 et entomocidus 6-01, pr6- 

sentent une homologie avec cette sonde. Dans chaque cas f 

un fragment d'ADN d'environ 6,6 kb a ete clone. 

La carte de restriction des deux plasmides est 

donnee sur la figure 1. La comparaison des sites de 

restriction montre que les deux fragments d'ADN clones 

semblent identiques. 

Afin de delimiter les sequences correspondant 

au gene de la 5-endotoxine , differents fragments d'ADN 
32 

marques au P, provenant d'un gene du cristal precedem- 
ment caracterise, et clone dans le plasmide recombinant 
pHTA2, sont utilises comme sondes. Ce dernier gene "du 
cristal egalement originaire de la souche aizawai 7-29 
code pour une proteine de 130 kd active contre P . bras-* * 
15 sicae mais pas contre S . littoral is . Ce type de gene pos- 
sede la meme carte de restriction que le gene de la 
fi-endotoxine issu de la souche berliner 1715. Sur la 
figure 2, on a rapporte la carte de restriction de ce 
gene de la proteine du cristal de la souche de aizawai 
20 7.29 clone dans le plasmide pHTA2 . Les traits epais 
indiques au-dessus de la carte correspondent aux 
fragments utilises comme sondes d ' hybridation. 

Les plasmides pHTA6 et pHTE6 sont hydrolyses 
par differentes endonucleases de restriction, analyses 
25 par 61ectrophorese ^horizontals sur gel d 1 agarose > 0 , 8\ 
et hybrides avec les differentes sondes. 

Le transfert de l'ADN sur des filtres de nitro- 
cellulose est realise suivant la methode de SOUTHERN de- 
crite dans (6). L ' hybridation est conduite a 42*C pendant 
2Q 24 heures dans une solution contenant : 5X SSC, 30* de 

formamide et un melange 1X Denhardt decrit dans (7) en 

32 

presence d'une sonde d'ADN marquee au P. Les filtres 
sont ensuite laves a 42*C pendant 20 minutes, en uti- 
lisant successivement les solutions suivantes : 5 SSC 
35 dans 50% de formamide, 5 SSC, 2 SSC, 1 SSC et 0,5 SSC 
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avant d'etre seches a la temperature ambiante. 

Les resultats de ces experiences d 1 hybridation 
sont resumes sur la figure 3. II apparait que chaque 
extremite des fragments d'ADN de 6,6 W) clones presente 
5 une homologie avec les sondes. Le fragment E£fcl-K£nl de 
1,5 kb reagissant avec la sonde n* 3 correspond a 1' ex- 
tremite 3* d'un gene de la proteine du cristal present a 
la fois dans les souches aizawai 7-29 et gptomoqidus 
6-01. Comme il est indique sur la figure 3, les sondes n' 
1 et n' 2 correspondant a 1' extremite 5' du gene de la 6- 
endotoxine de pHTA2, s'hybrident avec le fragment 
Hind lll- Hinc II de 1,1 kb contenu dans le plasmide pHTA6 . 
La sonde n # 3 qui couvre l'extremite 3' du gene de la 6- 
endotoxine de pHTA2 , s'hybride avec le fragment 
Hind III-P£tI de 0,4kb contenu dans le plasmide pHTA6 . II 
doit etre note qu'un faible signal d ' hybridation est 
obtenu avec la sonde n' 2 alors que les deux autres 
sondes donnent des signaux facilement detectables. 

A paptir de ces resultats, les inventeurs ont 
etabli que le fragment d'ADN Hindi XX-£a£l de 3 kb cor- 
respond a unegrande partie d'un gene de la 6-endotoxine 
qui commence pres du site Hindu* central. II apparait 
clairement au vu des resultats des experiences d' hybri- 
dation que le gene de la 6-endotoxine presente des dif- 
_f erences^substantielles avec ceux caracterises dans I'art 
ant^rieur. Sur la base de ces resultats il a ete decide 
de doner le fragment de 3 kb HindIII-£stI dans le 
vecteur pUC9. 

3/ Construction du plasmide pHT 671 con tenant un gene 
3Q chimere de la toxine insecticide re constitue. 

Le fragment d'ADN Hind lll-Hingll de 1,1 kb issu 
du plasmide pHTE6 et le fragment d'ADN HincII-Ps£I de 
1,9kb issu du plasmide pHTA6 sont purifies sur gels 
d' agarose. 
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Des quantites egales des deux fragments d'ADN 
purifies et de 1 ' ADN de pUC9 dig6re avec Hind lll et Pst I 
sont melangees et ligaturees. Le melange de ligature est 
utilise pour transformer des cellules competentes de 
5 E-CQlj JM83, puis les cellules transformees de E.coli 
sont selectionnees sur milieu LB contenant de l'ampi- 
cilline. L'un des clones recombinants interessant examine 
contient un plasmide designe par pHT671, dont la carte de 
restriction a 6te deterrainee et est representee sur la 
10 figure 4. Ce plasmide (pHT671) contient un fragment d'ADN 
de 3 kb insere dans le vecteur pUC9. Cette sequence d'ADN 
a la meme carte de restriction que les fragments 
Hindlll-psfrl de 3 kb contenus dans les plasmides pHTA6 et 
pHTE6 ( mais correspond a une molecule d'ADN reconstitute 
^5 construite par recombinaison xik vitro a partir de se- 
quences d'ADN provenant des souches aitawai, 7-29 d'une 
part et entomocidu;? 6-01 d' autre part. 

EXEMPTS II Etude de la sequence nucleot idiaue de la 

region du promoteur et de la region e o dant pour la oartie 

20 ^2 — te rffl^^^ e — 3£ — U — g-endotoxine acti ve centre lgs 
Noctuid^e, 

Le fragment KLodl 1 1 -fiiiisl I de pHT671 est se- 
quence conformement a la methode decrite dans (8) en 
utilisant un systeme M13. Pour obtenir des fragments 
25 d'ADN clones se chevauchant partiellement qui seront 
utilises dans le sequencage de 1 1 ADN, on a recours a la 
methode de sous-clonage par deletion dans Ml 3, developpee 
par DALE ££ al (9) . 

La sequence de 940 nucleotides du fragment 
30 HiJidlll-HincII qu i es ^ d'une longueur d'environ 1 kilo- 
base correspond a 1 ' enchainement I ci-dessus. 

L'analyse de cette sequence montre que la plus 
grande phase ouverte de lecture commence 4 la position 
"1 et qu'un site potentiel de liaison aux ribosomes 
35 GGAGG se trouve six paires de base en amont de ce codon 
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ATG (position 230 a 235). La region localisee entre les 
nucleotides 137 et 177 (position -103 a -63 en amont du 
codon ATG) est fortement homologue a la region presente 
en amont du gene du cristal de la souche kurstaki HD1 
Dipel (BTK) sequencee par WONG et al ( 1983) et decrite 
dans (16) et dont les auteurs ont montre qu'elle contient 
trois promoteurs Btl . Btll . et £s fonctionnels dans 
p . thuringiensis et E . coli respectivement . La comparaison 
entre les sequences en acides amines deduites des 750 
premiers nucleotides des genes de BTK et pHT671, montre 
que ces polypeptides presentent des differences signi- 
f icatives au niveau de la moitie N-terminale de- la 
partie active issue de la protoxine (seulement 66\ 
d'homologie stricte). II est important de noter que c , e% > t 
la premiere fois qu'un gene de la 6-endotoxine isol6 a 
partir d'une souche active contre les lepidopteres code 
pour un polypeptide qui presente des differences substan- 
tielles dans cette region. En effet, ce domaine N-termi- 
nal apparait fortement conserve (plus de 97% d'homologie 
stricte) parmi tous les genes du cristal actifs sur lepi- 
dopteres qui ont £te sequences jusqu'a present. Par ail- 
leurs, les inventeurs ont montre que le taux de variabi- 
lity est du meme ordre si 1 * on considere les sequences 
nucleotidiques de pHT671 et des autres genes de type 

_lepidopteres . - 

EXEMPLE III : Construction d'une sequence d ' ADN de 2 . 7kb 
environ contenant un gene d'une toxine larvicide . 

Pour realiser cette construction on a utilise 
I'ADN de la souche aizawai 7.29 de B . thuringiensis 
jusqu'a l'etape de realisation du plasmide pHTA6 telle 
que decrite dans l'exemple I. 

Le fragment Hind lll- Pst I d*environ 2,7kb obtenu 
a partir du plasmide pHTA6 a ensuite ete sous-clone dans 
le vecteur pUC9 , prealablement hydrolyse par les enzymes 
de restriction Hind lll- Pst I . pour donner le plasmide 
PHT71 . 
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EyEMPLt; IV ■ Etude de la s equence de nucleot i 

constituent — le Plasmi de pHT71 codant on.jr un polypeptide 

^ oxi q ue — vis-a-vis des larve s de 1 Pt>idopteres ri» ^ 

famille des No ctuelle^ 

5 Le fragment ttind.III-£s_£-i de 2,7kb de pHTA6 , 

qui a ete sous-clone dans pHT71 f a ete sequence par la 
technique de Sanger e^ al.(8) en utilisant le phage 
M13mp19 et le systeme de sous-clonage par deletions 
developpe par Dale e_fc al(9). Ce systeme permet d'obtenir 

10 des phages M13 contenant une serie de fragments d'ADN se 
chevauchant partiellement et qui peuvent etre utilises 
pour le sequencage de l'ADN. 

La sequence de nucleotides de ce fragment de 
2,7kb qui correspond a 1 • enchainement (III) donne ci- 

15 dessus, a ete determinee sur les 2 brins d'ADN, exception 
faite des 212 derniers nucleotides (position 2500 a 2711) 
qui n'ont ete sequences que sur 1 seul brin. 

La sequence nucleotidique de ce fragment 
Mnd-III-£sil a une longueur de 2711 nucleotides. Ce 

20 fragment contient le promoteur potentiel ainsi que la 
plus grande partie du gene de la 8-endotoxine active sur 
S.littoraMs 

EXEMPLE V : Etude de la toxiri<- e specifiaue des elnnp ? 

recombinants — &e E.coli .T M83 (pHT671) et JM8 3 (pHT71) 

25 contre S" littoral is 

La toxicite dss clones recombinants de E. coli 
JM83 contenant P HT671 et de E.coli JM83 contenant pHT71 a 
ete determinee par des tests biologiques sur des che- 
nilles de l'espece P.brassicap e t S.littoralis comme 

30 decrit par LECADET et MARTOURET dans (10). Les resultats 
ont ete compares avec la toxicite specifique des pro- 
teines de cristal natives et purifiees a partir des sou- 
ches berliner 1715 et aizawai 7-29 entomocidus 6.01 B 
££i£us 569 (contenant le plasmide pBT45, pAMfJ 1 ) contre 

35 les deux especes d'insectes. La toxicite specifique du 
clone recombinant et des souches de B . thurinai ens i c est 
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exprimee en termes d'-indice de specificity" defini 
precedemment . 

Les resultats obtenus sont rapportes dans le 
tableau 1 ci-apres. 

Dans ce tableau, pour des souches de E.coli. la 
concentration 1 correspond a uhe culture bacterienne de 
14 heures concentree 20 fois, desintegree par ultrasons ; 
pour les souches de B . thurinqiensis la concentration est 
exprimee en gg de proteine cristal par pi de preparation. 
L'activit6 toxique des preparations a et6 testee par 

10 

ingestion forcee sur des chenilles au cinquieme stade de 
devcloppement avec 5 gl de preparation, ou par** une 
technique d 1 ingestion libre en utilisant des larves au 
deuxieme stade de developpement . *• 
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TABLEAU 1 



Toxlclte compare* d'un clone recombinant et de deux 
sou < hes de B-thuringtensls vls-a-vis it S.littoralis 
et P.brasslcTn — 





jovic nes e t 
pi asm ides 


S.littoralis p. 


brass icae 


Indice de specificlte 
CL50 S.littoralis 
CI 50 P.brassicae 


10 




CL50 

2 erne stade 
larvalre 


CL50 

Seme stade 
larvalre 


CL50 

j erne staae 
larvalre 








JM83 (pUC18) 


/ 1 


> 1 


> 1 








JM83 (pHT671) 


0,04 


0,13 


0,72 




0.2 




JM83 (pHTA2) 


> l 


> 1 


0 ,03 




> 30 . 


15 


JW83 (pHTAM 


> 1 


> 1 


> 1 








JM83 (pHT71) 


ND 


0.5 


> 1 




<0.5 


20 


berliner 1715 
cristaux natifs 


ND 


0,11 


0.007 




15.7 




aizawai 7.29 
cristaux natifs 


ND 


0.02 


0.04 




0.5 




entomocldus 601 
cristaux natifs 


ND 


0,028 


0.012 




2.3 


25 

I 


B.cereus 569 
<pBT45, P AM£l) 


ND 


0,38 


0.054 
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L'examen des valeurs de CL50 resum^es dans ce 
tableau 1 montre que les extraits de proteine des clones 
recombinants JM83 (pHT671) et JM83 (pHT71) sont prefe- 
rentiellement toxiques contre S . littoralis . En second 
5 lieu une comparaison des valeurs de 1'indice de spe- 
cif icite montre que l'activite larvicide des clones re- 
combinants est plus specif ique a raison de 2,5 fois en- 
ve " ? . littoralis que les proteines du cristal natives de 
la souche ftAzaw^j. Par ailleurs, les clones recombinants 
10 de JM83 (pHT671) et JM83 (pHT71) sont tres actifs contre 
un autre insecte de la famille des Noctuidae, Mamestra 
frrassicae (pour le clone JM83 (pHT67 1) par exemple, la 
valeur CL50 est de 0,02, en utilisant des larves du 
deuxieme stade de developpement ) . «, 
-15 Ces deux resultats montrent que le gene de la 

toxine larvicide construit et clone dans les plasmides 
PHT671 et pHT71 code pour une proteine specif iquement 
active contre 5 . littoralis . 

D'autres preparations obtenues a partir de 
20 clones recombinants contenant des plasmides portant des 
genes codant pour d'autres types de 6-endotoxines ( pHTA2 
et pHTA4) ne sont pas actives sur S. littoraliy : on peut 
voir que le plasmide pHTA2 code pour une 6-endotoxine 
specif iquement active sur P.brassicae alors que le plas- 
25 mide pHTA4 code pour une 6-endotoxine dont l 1 insecte 
cible n'a pas encore £te identifie. On peut egalement 
voir que les inclusions cristallines produites par une 
souche de Bacillus cereus qui a re<pu le plasmide pBT45 # 
un des plasmides de la souche aizawai 7*29 qui porte 
3Q aussi un gene de 6-endotoxine (le gene d'orijine 
plasmidique de la souche aizawai 7.29), sont egalement 
specif iquement actives sur P.brassicag . 

Des resultats similaires sont obtenus en 
utilisant, A la place des extraits bacteriens bruts, des 
35 extraits proteiques solubles prepares a partir de 
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differents clones recombinants de E. coli . 

Sur la base des valeurs de la CL50 rapportees 
dans le tableau ci-dessus et d'un poids individuel moyen 
de 41 mg par larve L5 (cinquieme stade larvaire) de 
5 S . littoralis . la valeur de la DL50 a ete estimee 4 2,4pg/ 
gramme de larve pour les cristaux natifs de la souche 
aizawai 7-29. 

Sur ces memes bases et sur la base de facteurs 
d ' Equivalence permettant de passer de la masse bacte- 
rienne totale a la quantite de proteines specifiques (2\ 
environ des proteines totales chez E . coli JM83 (pHT671), 
la DL50 correspondant a la toxine produite par 1' expres- 
sion chez E. coli JM83 du gene sielon 1' invention clone 
dans le plasmide pHT671, a ete determinee et estimee a 
15 une valeur proche de 5,5 a 6 pg/granune de larve. 

Sur ces memes bases et apres determination de 
la CL50 d' extraits proteiques solubles prepares k partir 
de cultures broyees de E.coli JM83 (pHT671) # la valeur de 
* la DL50 correspondant a la toxine presente dans ces 
2Q extraits a ete estimee a 4,15 yg/ gramme de larve. 

Dans* les deux cas et particulierement dans le 
cas des broyats de E . coli . les valeurs de DL50 calculees 
sont approximatives et superieures a celle des cristaux 
natifs, puisqu'il ne s'agit pas de toxine purifiee. 
25 Cependant — ces — donnees indiquent sans ambiguite que le 
~~*gene exprime par pHT6J71 determine une 5-endotoxine pre- 
sentant la specificite vis-a-vis de S . littoralis . En 
effet, le meme type d'estimation realise avec des 
extraits de E . coli JM83 ( pHTA2 ) portant un gene de 
2Q 5-endotoxine de specificite differente conduit a des 
valeurs 30 a 50 fois superieures de la DL50 des extraits 
solubles, vis-a-vis de S . littoralis (135 a 350 pg/gramme 
de larve) . 

Les donnees qui precedent permettront aisement 
35 a l'homme de l'art d'elaborer des compositions larvicides 
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actives avec les proteines de 1' invention. 

D'autres experiences de toxicite ont 6te 
realisees en utilisant des larves au deuxieme stade 
larvaire de M.brassicae . S . f ruoiperda et S . littoralis . 
Les resultats obtenus, exprimes en teraes de LC 50 comme 
defini pour le tableau 1, sont donnes dans le tableau 2. 
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II ressort de 1'examen du tableau 2 que les 
extraits bacteriens bruts du clone recombinant JM83 
(pHT671) sont toxiques vis-a-vis de M.brassicae et de 
S. litt;oralig (les valeurs de CL50 sont respectivement de 
5 0,02 et 0,03) et faiblement toxiques vis-a-vis de 
S. jrugiperflq (CL50 de 0,5). 

Les extraits du clone recombinant E.coli JM83 
(PHTA2) sont faiblement actifs a I'egard de S.fruaiperda 
et de 5- littoral, i,? et pas du tout toxique a I'egard de 
10 M. brassiere . Les extraits du clone recombinant JM83 
(pHTA4) ne sont pas toxiques vis-a-vis de M. brassiest* et 
de S . littoralis et sont faiblement toxiques a I'egard de 
S . f ruqjperda . 

Ces resultats confirment la forte toxicite 
15 specifique des proteines obtenues a partir de pHT71 et de 
PH671 a I'egard de S. littoralis et montrent que cette 
classe de proteine de cristal est aussi tres active a 
I'egard de M. brassin g 

SXEMFLg VJ . Etude de la specifir jte des polypeptide 

20 *yP*ipes — Eai LfiS — clones f ormes oar introduction di> ? 

plaspiides PHT671 et P q T7 1 dans E.cq^ . 

Cette etude a ete realisee grace a des tests 
d' immunodiffusion. Les resultats sont rapportes sur la 
figure 5 (qui comprend les figures 5A et 5B) . 
25 La mise en oeuvre de Inexperience d* immuno- 

diffusion a ete realisee conformement au protocole 
suivant 

Des extraits solubles de proteines de clones 
Ecol i contenant les plasmides pHT671 f pHTA4 , pHTA2 ou 
30 pHT7 1 , pUC18 ont ete places respectivement dar.s les puits 
n 2 ' 3 » 4 » 5 » 6. Un echantillon d'un cristal purifie 
solubilise de aizaw<u 7.29 a ete place dans le puits n* 1 
afin de servir de controle positif. 

Dans le test rapporte sur la figure 5A un 

35 
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antiserum contre toutes les 5-endotoxines de aizawai 
7.29, contenant des anticorps de lapin diriges contre les 
proteines du cristal solubilisees a ete utilise et place 
dans le puits central. 
^ Une ligne d * immunoprecipitation a ete observee 

dans tous les cas excepte dans le cas de l'extrait de 
E ■ coli contenant le vecteur plasmidique seul (puits n* 
6) . 

On a remarque que les lignes d ' immunoprecipi- 
1Q tation issues des puits n* 4 et n* 5 croisent, ce qui 
montre que les produits codes par les plasmides pHTA2 et 
pHT71 respectivement presentent des determinants anti- 
geniques differents. 

Dans le test rapporte sur la figure 5B, l'anti** 
15 serum utilise contenait des anticorps polyclonaux de 
lapin contre les proteines du cristal de berliner 1715. 

Une ligne d 1 immunoprecipitation a 6te observee 
avec les extraits de E.coli JM83 ( pHTA4 ) (puits n* 3) 
JM83 (pHTA2) (puits n # 4). En revanche les clones E . coli 
2Q JM83 (pHT71) (puits n # 5) JM83 (pHT67l) (puits n # 2) ou 
JM83 (pUC9) (puits n m 6) ne donnent pas d ' immunoprecipi- 
tation . 

On peut en deduire que les genes du cristal 
isoles dans pHTA4 et pHTA2 expriment des polypeptides 
25 ayant des determinants antigeniques . communs avec les 
proteines du cristal de berliner 1715, souche qui n'est 
pas specif iquement active vis-a-vis de S. littoralis . 

En revanche, les extraits bruts de E. coli 
contenant les plasmides pHT67l et pHT71 contiennent des 
3Q polypeptides ayant des determinants antigeniques con-muns 
avec les proteines du cristal de la souche aizawai 7.29, 
qui ne sont pas lies sur le plan iiLmunogene avec les 
proteines du cristal de la souche berliner 1715. 

Ces resultats confirment ceux donnes precedem- 
35 ment en rapport avec la specificite des genes isoles dans 
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les plasmides pHT71 et pHT671. 

Des essais de precipitation antigene-anticorps 
ont permis de determiner le niveau d' expression des genes 
de 6-endotoxine dans differents clones recombinants. 



proteine du cristal represente entre 7 et 10\ de pro- 
teines cellulaires totales de E . coli JM83 (pHTA2), entre 
2 et 3\ dans E.coli, JM83 (pHT671) et entre 0,5 et U dans 
E.coli JM83 (pHTA4) et E.coli , JM83 (pHT71). 



5 



Les 



resultats 



obtenus ont montre que la 
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REVENDICATIONS 



Sequence de nucleotides codant pour au moins 



5 une partie de la region N-terminale d'un polypeptide to- 
xique de maniere specifique vis-a-vis de larves de lepi- 
dopteres de la famille des Noctuelles, de preference 
vis-a-vis de S . littoralis . caracterisee par sa capacite 
d * hybridation avec un gene capable d'exprimer un poly- 

*0 Peptide toxique vis-a-vis de larves de S .littoralis . 

2/ Sequence de nucleotides de 3 Vb environ corres- 

pondant au fragment de restriction Hind lll- Pst I provenapt 
de B . thur ingiensis capable de s'hybrider avec les sondes 
1, 2, 3 de pHTA2 rapportees sur la figure 2. 

^5 3/ Sequence selon la revendication 1 ou 2, 

caracterisee en ce qu'elle comporte des sites dans 
l'ordre suivant : 

Hind III - Hinc II - £gl II - Kpn I- Hind III - £si I - 
4/ Sequence de nucleotides selon l'une quelconque 

2q des revendications 1 a 3 r caracterisee en ce qu'elle est 
obtenue in vitro a partir d*une souche unique de 
B . thur ingiensis . 

5/ Sequence de nucleotides selon la revendication 

4, caracterisee en ce que la souche de B . thur ingiensis 

25 est la souche aizawai 7.29. 

6/ Sequence de nucleotides selon l'une quelconque 

des revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle est 
obtenue par recombinaison genetique in vitro de sequences 
d'ADN de deux souches differentes de B . thur ingiensis . 

3Q 7/ Sequence selon la revendication 6, caracterisee 

en ce que les 2 souches de B . thurinoiensis correspondent 
respectivement aux souches entomocidus 6-01 et aizawai 



35 qu'elle code pour un polypeptide capable de former un 



7-29. 



8/ 



Sequence de nucleotides, caracterisee en ce 
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complexe immunologique avec des anticorps diriges contre 
des polypeptides a activite larvicide vis-a-vis de 
S . littoralis . 

4 

9/ Sequence de nucleotides caracterisee en ce 

qu'elle a la capacite de s'hybrider avec une sonde formee 
a partir de la sequence (I) presentant 1 ' enchainement 
suivant : 



35 
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CTC 


TAC 


TTC 
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10/ 



Sequence de nucleotides codant pour un poly- 



peptide toxique de maniere specifique vis-a-vis des 
larves de lepidopteres de la famille des Noctuelles, de 
preference vis-a-vis de S . littoralis . caracterisee en ce 
5 qu'elle comprend 1 1 enchainement (I) ou (III) defini a la 
revendication 9. 

11/ Sequence de nucleotides selon la revendication 

9 ou 10, caracterisee en ce qu'elle presente un codon 
d' initiation ATG situe en position 241. 
10 12/ Sequence selon l'une quelconque des revendi- 

cations 9 a 11, caracterisee par un site de liaison aux 
ribosomes GGAGG en positions 230 a 234. 

13/ Sequence selon l'une des revendications 10 a 

12, caracterisee en ce qu'elle comporte la sequence com- 

15 prise entre les nucleotides en position 137 et 177 
(position -103 a -63 en amont du codon d' initiation ATG) 
qui est .homologue a raison d' environ au aoins 70\ a la 
region presente en amont du gene du cristal de la souche 
XurstaXi,-HD1 Dipel (BTK) qui contient les trois promo- 

20 teurs BtI » B TII ?t Ec fonctionnels dans B. thuringiensis 
et E. coli respectivement . 

14/ Sequence de nucleotides, caracterisee en ce 

qu'elle code pour un polypeptide comprenant la sequence 
(II) d'acides amines ci-apres : 



25 



30 



35 




HET ClU CLU ASN ASN CLN ASN CLM CY5 ILE PRO TYI ASN CYS L EU SER A SN 
PRO CLU CLU YiL LEU LEU ASP CLY CLU ARC ILE SER THR CLY ASM SER SCR ILE ASP ILE 
SE1 LEU SER LEU VAL CLN PHE LEU VAl SER ASN PHE VAL PRO CLY CLY CLY PHE L EU- YAL 
CLY LEU ILE ASP PHE VAL TRP CLY ILE VAL CLY PRO SER CLN TRP ASP ALA PHE LEU VAL 
CLN ILE CLU CLN LEU ILE ASN CLU ARC ILE ALA CLU PHE ALA ARC ASN ALA ALA ILE ALA 
ASN LEU CLU CLY LEU CLY ASN ASN PHE ASN ILE TYR VAL CLU ALA PHE LYS CLU TRP CLU 
CLU ASP PRO ASN ASN PRO CLU THR ARC THR ARC VAL ILE ASP ARC PHE ARC ILE LEU ASP 
CLY LEU LEU CLU ARC ASP ILE PRO SER PHE ARC ILE SER CLY PHE CLU VAL PRO LEU LEU 
SER VAL TYR ALA CLN ALA ALA ASN LEU HIS LEU ALA ILE LEU ARC ASP SER VAL ILE PHE 
CLY CLU ARC TRP CLY LEU THR THR ILE ASN VAL ASN CLU. ASN TfR ASH ARC LEU ILE ARC 
HIS ILE ASP CLU TYR ALA ASP HI S CYS ALA ASN THR TYR ASN ARC CLY LEU ASN ASN LEU 
PRO LYS SER THR TYR CLN ASP TRP ILE THR TYR ASN ARC LEU ARC ARC ASP LEU THR LEU 
THR VAL LEU ASP ILE ALA ALA PHE PHE PRO ASN TYR ASP 

ou qu'elle code pour un polypeptide comprenant la sequence (IV) 
d'acides amines ci-apres : 
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15/ Vecteur recombinant d'expression et de clonage 

comportant au moins une partie de la sequence nucleoti- 
dique telle que definie dans I'une quelconque des reven- 
dications 1 a 14. 
5 16/ Plasmide selon la revendication 15 caracterise 

en ce qu'il s'agit de pHT671 tel que represents sur la 
figure 4, ou de pHT71 comprenant un fragment d'ADN 
Hind lll- Pst I constitue uniquement d'ADN provenant de la 
souche aizawai 7*29. 
1C 17/ Souches bacteriennes modifiees, caracterisees 

en ce qu'apres transformation elles comportent une se — 
quence de nucleotides selon l'une des revendications 1 a 
14. 

18/ Souche bacterienne selon la revendication 17, 

15 caracterisee en ce qu'elle comporte au moins un vecteur 
recombinant selon la revendication 15 ou 16, 
19/ Polypeptide toxique vis-a-vis des larves de le- 

pidopteres et de maniere pref erentielle vis-a-vis de 
S.littoralis. caracterise en ce qu'il est capable de 
20 former un complexe immunologique avec des anticorps 
diriges contre des polypeptides a activite larvicide 
vis-a-vis de S . littorali? . 

20/ Polypeptide selon la revendication 19, ca- 

racterise en ce qu'il comprend la sequence (II) ou la 
25 sequence (IV) d'acides amines definies dans la reven- 
dication 14. 

21/ Proc6de d'obtention d'une sequence nucleoti- 

dique codant pour au moins une partie de la region 
N-terminale d'un polypeptide toxique de maniere speci- 
33 fique vis-a-vis de larves de lepidopteres de la famille 
des Noctuelles, de preference vis-a-vis de S . littoralis . 
caracterise par les etapes suivantes : 

- la realisation d'une hybridation entre d'une part une 
sequence de nucleotides d'une souche de B . thurinqiensis 



35 
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active contre S . littoralis et d' autre part, une ou plu- 
sieurs sequences de nucleotides utilisees comme sondes 
provenant de la partie 5' d'un fragment de restriction 
d'un gene d'une 6-endotoxine de B . thurinoiensis cette 
^ partie codant pour la partie N-terminale d'un polypeptide 
toxique vis-a-vis des lepidopteres et provenant de la 
partie 3' de ce fragment codant pour la partie COOH du 
polypeptide, 

- l'isolement du fragment, 

- son clonage dans un vecteur, suivi de sa purification. 
22/ Procede selon la revendication 21, caracterise ~ 
en ce que les sondes d * hybridation utilisees sont obte- 
nues a partir d'un gene d'une 6-endotoxine provenant 
d'une souche aizawai 7-29 codant pour une proteine de 

j j 130kDa active contre P.brassicae et inactive vis-a-vis de 
S. littoralis . ce gene ayant ete clone dans le plasmide 
recombinant pHTA2. 

23/ Procede selon la revendication 21 ou 22, ca- 

racterise en ce que le fragment recombine au vecteur dans 
2q 1 ' etape de donate est elabore a partir d'au moins une 
sequence de nucleotides issue d'au moins un vecteur 
recombinant contenant une sequence de nucleotides d'au 
moins une souche de B . thuringiensis , 

24/ Procede selon la revendication 23, caracterise 

2 5 en ce que le fragment recombine au vecteur dans 1* etape 
de clonage est elabore a partir de plusieurs sequences de 
nucleotides issues de vecteurs recombinants contenant des 
sequences de nucleotides d'au moins 2 souches differentes 
de B . thuringiensis . possedant les memes cartes de 
2Q restriction et contenant elles-memes tout ou partie des 
sequences de nucleotides capables de coder pour un 
polypeptide actif de maniere pref erentielle vis-a-vis de 
S. littoralis 

25/ Procede selon la revendication 23, caracterise 

35 en ce que le fragment recombine au vecteur dans 1' etape 
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de clonage est tlabore a partir d'un fragment de res- 
triction Hindi II -£s£l provenant de la souche aizawai 
7.29. 

26/ Procede selon la revendication 24, caracterise 

5 en ce que le fragment recombine au vecteur dans l'etape 
de clonage est elabore a partir d'un fragment de res- 
triction fliQdIII-Hiri£lI provenant de la souche entomo- 
cidus 6-01 et d'un fragment de restriction Hinc II- Pst I 
provenant de la souche aizawai 7-29. ' 

10 27 / Procede selon la revendication 22, caracterise 

en ce que le fragment de restriction recombine selon la 
revendication 25 est porte pref erentiellement par un 
plasmide pHTA6 et les fragments de restriction recombines 
selon la revendication 26, Hindlll- Hinc II et Hinc II- Pst I 

15 sont portes pref erentiellement par les plasmides recom- 
binants respectifs pHTE6 et pHTA6 , lesdits plasmides 
PHTA6 et pHTE6 etant tels qu'isoles a l'aide d'une sonde 
constitute par un fragment Pvu II de 2Xb du plasmide 
PBT15-88 correspondant & la partie interne d'un gene du 

2o cristal chromosomique de la souche berliner 1715, a 
partir de clones transf ormants renfermant des sequences 
nucleotidiques issues de souches B . thur inqiensis actives 
vis-a-vis de larves de lepidopteres inter-alia de 
S.UttoraU?. _ _ _ 

25 28/ Composition larvicide a activite pref erentielle 

vis-a-vis de S. littoralis . caracterisee en ce qu'elle 
renferme une quantite efficace de polypeptide tel que 
defini dans l'une quelconque des revendications 19 a 20 
exprime par les sequences nucleotidiques selon l'une des 

30 revendications 1 4 14, le vecteur selon la revendication 
15, ou le plasmide selon la revendication 16, ou la 
souche bacterienne selon l'une quelconque des revendica- 
tions 17 ou 18. 

29/ Application des sequences de nucleotides selon 

35 l'une quelconque des revendications 1 a 14 pour produire 
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un polypeptide toxique vis-a-vis de lepidopteres , de pre- 
ference ?. Uttoralig, dans des microorganismes capables 
d'exprimer des vecteurs recombinants renfermant ces se- 
quences tels que E.coli . B.subtilis . B.cereus ou 
B.thuri ngiensis . 

30/ Application selon la revendication 29, caracte- 

risee en ce que les sequences de nucleotides sont 
introduites dans des microorganismes vivant dans 1 ' en- 
vironnement ou en association avec les plantes, tels que 
Pseudomonas, Azospirilluig ou Rhizobium et capables d'ex- 
primer des vecteurs recombinants renfermant ces se- - 
quences. 

31 / Application selon la revendication 29 ou 30, 

caracterisee en ce que les sequences de nucleotides sont 
introduites dans des microorganismes en association avec 
differents genes de 5-endotoxine. 

32/ Application des sequences nucleotidiques selon 

l'une quelconque des revendications 1 a 14 A la trans- 
formation des plantes sensibles a S . littora} ^ r caracte- 
risee en ce qu'elle comprend le transfert et 1* expression 
de ces sequences dans ces plantes. 

33/ Cellules vegetales dont le genome, apres trans- 

formation par un procede non essentiellement biologique, 
possede de facon stable une sequence de nucleotides ca- 
pable d'exprimer un polypeptide toxique vis-a-vis de 
?^Utt:<?rali ,5» telle que d^finie dans l'une quelconque des 
revendications 1 A 14 et, cellules issues de leur di- 
vision. 

34/ Plantes ayant en particulier pour predateur 

S. littorals , transformees par un procede non essentiel- 
lement biologique, dont le genome possede de fa<;on stable 
une sequence de nucleotides, telle que definie dans l'une 
quelconque des revendications 1 a 14, capable d'exprimer 
un polypeptide toxique vis-a-vis de S.littoralis et, 
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plantes issues de leur reproduction, de leur multipli- 
cation, ou de croisements hybrides. 

35/ Plante ayant en particulier pour predateur 

S . littoralis . possedant en plus de le.urs caracteres 
5 genotypiques et phenotypiques initiaux la propriete 
d'exprimer un polypeptide toxique de maniere prfeferen- 
tielle vis-a-vis de S . littoralis . cette propriete 
resultant de 1* insertion dans son genome par manipulation 
genetique d*une sequence de nucleotides capable d*ex- 

10 primer ledit polypeptide. 

36/ Graine capable de donner une plante selon la 

revendication 34 ou 35 ou issue d'une telle plante, ca- 
racterisee en ce qu'elle a integre dans son genome, par 
manipulation genetique une sequence de nucleotides selon 

15 I 1 une quelconque des revendications 1 a 14. 
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